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A função do sono ainda não foi completamente elucidada, porém se sabe que 
este tem papel homeostático, e na sua privação, ocorrem diversas alterações 
fisiológicas e patológicas, como no sistema imunológico e na reação 
inflamatória. A trombina é considerada como um agente pró-inflamatório por 
ser capaz de estimular as células a liberar mediadores pró-inflamatórios. A 
família dos Receptores Ativados por Proteases (PARs) é composta por quatro 
receptores acoplados a proteína G (GPCRs): PAR1, PAR2, PAR3 e PAR4, que 
são ativados unicamente por proteases. O principal papel da ativação dos 
PARs durante a progressão de doenças foi relatado em modelos animais de 
diferentes patologias gastrointestinais, neuroinflamatórias e processos 
neurodegenerativos. Os PARs estão diretamente envolvidos no funcionamento 
e desenvolvimento do cérebro. Suas expressões são diretamente moduladas 
por condições anormais, como doença de Parkinson e Alzheimer, esclerose 
múltipla e demência associada ao HIV. Apesar do reconhecimento da privação 
de sono como um importante problema de saúde na sociedade moderna, não 
existem estudos sobre o efeito da privação de sono sob os receptores PARs. 
Objetivos: Analisar e quantificar a expressão gênica dos PARs e a tradução 
protéica em regiões selecionadas do sistema nervoso central, em diferentes 
protocolos de privação de sono. Métodos: Os animais foram separados em 6 
grupos: 1) animais privados de sono paradoxal (PS) por 72h, usando o método 
das plataformas múltiplas; 2) PS por 72h e rebote de sono por 24h; 3) animais 
restritos de sono paradoxal (RS) por 15 dias, permitindo sono de 3h por dia, 
também usando o método das plataformas múltiplas; 4) RS de sono por 15 dias 
e rebote de sono por 24h; 5) animais privados de sono total pelo método de 
gentle handling (GH) por 8h; 6) grupo controle. Após a privação de sono, os 
  xxxiii 
animais tiveram o córtex, hipotálamo, hipocampo e estriado removidos e foram 
feitas as quantificações gênicas e protéicas do PAR1, PAR2 e PAR4. 
Resultados: Foram encontradas alterações nas expressões gênicas dos 
receptores PARs nos tecidos estudados. No córtex, houve alteração na 
expressão gênica (+ ou- significa aumento ou redução) no PAR1 (RS-, RRS-, 
PS-, RPS-) e PAR2 (RS-, RRS-, PS-, RPS-, GH+) mas não em PAR4. No 
hipotálamo, foram encontradas alterações no PAR1 (RS+, PS+, RPS+) e PAR2 
(GH-), não sendo encontrada nenhuma alteração no PAR4. Analisando o 
hipocampo, foram encontradas alterações no PAR1 (RS+, GH+), PAR2 (RS-, 
PS+, RPS+) e PAR4 (RS-, GH-). No estriado, houve alterações no PAR1 (RS-, 
RRS-), PAR2 (RPS+) e PAR4 (RRS+, PS+, RPS+). A quantificação proteica 
mostrou alterações no PAR2 (PS-) e PAR4 (PS-, RPS) do estriado. No 
hipocampo, PAR2 (RRS+) e PAR4 (RRS+) mostraram alterações significantes. 
Encontramos alterações significantes no PAR1 (RS-, RRS-) no hipotálamo. 
Conclusão: Diferentes protocolos de privação de sono podem alterar, de 
diferentes maneiras, a expressão gênica e a tradução protéica dos PARs  no 
sistema nervoso central. Um novo campo de pesquisa em ciências do sono 
está aberto e mais estudos são necessários para estabelecer a correlação  
entre as alterações na expressão dos PARs e inflamação, reações imunes e 


























































1. JUSTIFICATIVA E INTRODUÇÃO 
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A função do sono ainda não foi completamente elucidada, porém se 
sabe que este tem papel homeostático, e na sua privação, ocorrem diversas 
alterações fisiológicas e patológicas (Scharf et al., 2008), como no sistema 
imunológica e na reação inflamatória (Everson, 1993). A trombina, uma enzima 
proteolítica essencial na coagulação, é considerada como um agente pró-
inflamatório por ser capaz de estimular células a liberarem mediadores pró-
inflamatórios (Hernandez et al., 1997). Esse efeito se dá em parte pela ativação 
de receptores ligados à proteína G, denominados receptores ativados por 
proteases (protease activated receptors - PARs) (Ossovskaya e Bunnett, 2004).  
Os receptores ativados por proteases (PARs) estão presentes em sistemas 
fisiológicos múltiplos, são ativados principalmente por vários tipos de serino 
proteases (Luo et al., 2007; Macfarlane et al. 2001)  mas podem também ser 
ativados por proteases de outras classe (Cattaruzza et al., 2011; Davydova e 
Yakovlev, 2010). Desta forma, este estudo pretende verificar se os diferentes 
métodos experimentais de privação de sono interferem na expressão e 
ativação dos PARs. Em particular, no sistema nervoso central, os PARs, 
ativados por trombina ou outras proteases, podem mediar tanto a 
neurodegeneração (Luo et al., 2011), quanto a neuroproteção (Striggow et al., 
2000) e podem estar envolvidos nas diferentes modificações fisiopatológicas 
observadas nos modelos animais de privação de sono. 
 
1. 1. Sono 
Aproximadamente 10% da população mundial sofre com algum 
distúrbio de sono, o que é clinicamente significante (Leger, 2000). 
Considerando que a privação/restrição ou fragmentação do sono são 
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condições comumente observadas, tanto em pessoas saudáveis como em 
pacientes com distúrbio do sono (Bonnet e Arand, 2003), o estudo dos efeitos 
da perda de sono é importante para a saúde pública (Leger, 2000). 
O sono vem sendo investigado há mais de um século. A pergunta 
fundamental do por que nós precisamos dormir ainda permanece sem resposta 
(Scharf et al., 2008). O sono nos mamíferos apresenta duas fases distintas, o 
sono NREM (non-rapid eye movement) e o sono paradoxal ou REM. As três 
medidas necessárias para se definir os estágios do sono são o 
eletroencefalograma (EEG), eletromiograma (EMG) e o eletrooculograma 
(EOG) (Iber et al., 2007). Em humanos, as duas fases do sono se alternam 
durante o período (geralmente à noite) em ciclos de aproximadamente 90 
minutos, sendo que na primeira metade da noite de sono predomina o sono 
NREM e na segunda metade o sono REM (Iber et al., 2007).  
O sono NREM apresenta três estágios, nos quais se observa a 
lentificação progressiva e o aumento da amplitude do EEG. O estágio I é a 
transição entre a vigília e o sono, caracterizado pela lentificação do EEG. No 
estágio II surgem os fusos, que são rajadas de disparo neuronal com alta 
frequência, ondas de alta voltagem e alta amplitude. No estágio III, mais 
profundo (considerando-se o limiar para o despertar), há diminuição da 
frequência de surgimento dos fusos. Nesta fase, a atividade neuronal é baixa, 
diminui o tônus muscular, a taxa metabólica e a temperatura corporal atingem 
seus menores níveis. Há um decréscimo na atividade simpática, com 
diminuição da frequência cardíaca e da pressão arterial (Hoffmann e 
Perdensen, 2004). Por outro lado, há um aumento na atividade 
neuroendócrina, com picos de secreção hormonal liberados de hormônio de 
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crescimento (GHRH) e hormônio liberador de corticotrofina. O sono REM ou 
sono paradoxal (SP) não possui estágios, mas apresenta eventos fásicos 
(repetitivos) e eventos tônicos, constantes durante todo o episódio de SP 
(Steiger, 2007). 
Animais de experimentação, como por exemplo, os roedores, são 
frequentemente utilizados no estudo de sono e privação de sono. Estes 
animais apresentam sono polifásico com vários ciclos sono-vigília por dia e 
predominantemente de ocorrência diurna. Eletroencefalograficamente 
assemelha-se ao sono humano e de outros mamíferos evolutivamente mais 
recentes (Andersen et al., 2004). 
 
1.1.2. Privação de sono 
Privação de sono e sono de má qualidade podem induzir diversas 
alterações fisiológicas, como no metabolismo energético cerebral, em perfis 
hormonais (Bergmann,1989), na regulação de temperatura (Rechtschaffen e 
Bergmann, 1995), em parâmetros de estresse oxidativo em populações 
neuronais definidas (D’Almeida et al., 1998), entre outras. 
Os efeitos da restrição de sono crônica no padrão 
neurocomportamental parecem ser cumulativos. Dinges e colaboradores (1999) 
estudaram 16 jovens adultos saudáveis que tiveram o sono restrito a 33% da 
duração habitual, para 4,98 horas por noite durante 7 noites sucessivas. A 
frequência e duração de lapsos no desempenho de parâmetros de vigilância 
psicomotora aumentaram significativamente. 
A privação de sono é uma das principais ferramentas de estudo que 
nos levam à compreensão da fisiologia e dos mecanismos de regulação do 
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ciclo vigília-sono. A adoção de modelos animais em experimentos de privação 
de sono tornou-se necessária, permitindo que fossem feitas também avaliações 
bioquímicas, farmacológicas, neuroanatômicas e comportamentais (Andersen 
et al., 2004). Os parâmetros de sono comumente utilizados nos estudos 
envolvendo ratos são: eficiência de sono (porcentagem de tempo de sono 
durante o registro) e latência de sono (tempo necessário para iniciar o primeiro 
episódio de sono após o inicio do registro). Considera-se início do sono quando 
há sincronização cortical total e hipotonia muscular durante cinco épocas de 30 
segundos consecutivas; latência para sono paradoxal (tempo necessário para 
iniciar o primeiro episódio de sono paradoxal após o inicio do sono; tempo total 
de vigília (porcentagem de tempo de vigília durante o registro); tempo total de 
sono de ondas lentas (porcentagem de tempo de sono sincronizado durante o 
registro) e tempo total de sono paradoxal (porcentagem de tempo de sono 
paradoxal durante o registro); e número e duração média de episódios de sono 
e vigília. Define-se “despertares” como eventos com duração mínima de 15 
segundos, com modificação marcante do padrão eletrocorticográfico e 
eletromiográfico (EMG) seguido de episódios de sono. Curtos episódios de 
vigília (≤ 32 segundos) são marcadores importantes para a fragmentação de 
sono (Trachsel et al. 1991). Os dados assim obtidos permitem a quantificação 
do tempo despendido em cada uma das fases do ciclo vigília-sono, 
percentualmente ao tempo de registro. A composição quantitativa das 
diferentes fases do sono é determinada em relação ao tempo total de sono 
para efeitos de análise (Valle, 1992).  
Estudos com privação total e parcial de sono em ratos mostraram 
que a privação de sono REM e NREM produziu alterações como aparência 
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debilitada, lesões de pele (Kushida et al., 1989), maior ingestão de alimentos e 
perda de peso, maior gasto de energia, redução de temperatura corporal 
durante as primeiras fases de privação, aumento dos níveis de noradrenalina e 
diminuição da tiroxina não plasmática (Landis et al., 1992; Suchecki e Tufik, 
2000). 
 
1.1.3. Privação do sono, sistema imunológico e inflamação 
Estudos de restrição de sono repetida, ou outras formas de privação 
de sono desenvolvidas em ratos, mostraram elevação dos níveis plasmáticos 
basais de corticosterona, dos níveis de citocinas pró-inflamatórias, aumento de 
marcadores de estresse oxidativo (D’Almeida et al, 1997) e processos 
neurodegenerativos no hipocampo (Na et al., 2006). 
Uma evidência importante que a privação de sono compromete o 
sistema imunológico foi a observação de que ratos que morreram após longos 
períodos de privação de sono exibiram sinais de infecção, septicemia e 
caquexia (Everson, 1993).  Em outro estudo, pacientes com insônia crônica 
apresentaram redução no número de células CD3, CD4 e CD8 (Savard et al., 
2003). Na apnéia obstrutiva do sono, condição na qual há privação de sono, 
observaram-se níveis altos das citocinas pró-inflamatórias TNF e IL-6 (Alberti et 
al., 2003) e da proteína C reativa (PCR), importante marcador de processo 
inflamatório (Shamsuzzaman et al., 2002). 
Monócitos e neutrófilos, células fagocitárias na circulação periférica, 
estão elevados durante a privação prolongada de sono (Kuhn et al., 1969; Born 
et al., 1997). Interessantemente, foi observado aumento de interleucina-6 (IL-6) 
e proteína C-reativa durante privação de sono total por metade da quantidade 
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diária normal durante 10 dias (Kato et al., 2000; Shearer et al., 2001; Haack et 
al., 2007). A proteína C-reativa é um marcador independente de um primeiro 
evento cardiovascular em indivíduos assintomáticos e está associada com as 
adversidades do evento (Ridker, 2001). Irwin e colaboradores (1996) 
estudaram os efeitos privação parcial de sono no sistema imunológico em 42 
voluntários saudáveis. Uma redução da resposta imunológica, medida pela 
atividade das células naturais killer (NK), foi encontrada. Depois de uma noite 
de sono, a atividade das NK retorna aos níveis normais, mas a produção de 
interleucina-2 (IL-2) permanece suprimida. Dinges e colaboradores (1994) 
estudaram 20 indivíduos que permaneceram 64 horas acordados. No máximo 
da privação de sono, foi observado um aumento no número de células brancas, 
granulócitos, monócitos e na atividade das NK.  
 
1.2.  Receptores Ativados por Proteases  
A família dos Receptores Ativados por Proteases (PARs) é 
composta por quatro membros: PAR1, PAR2, PAR3 e PAR4 (Alexander et al., 
2008). Os PARs são receptores acoplados a proteína G (GPCRs) que são 
preferencialmente ativados por proteases e são expressos predominantemente 
em células imunológicas, epiteliais e vasculares. No sistema nervoso são 
encontrados em neurônios, astrócitos e micróglia. Nos diversos tecidos, 
transmitem a resposta celular pela atuação de proteases coagulantes bem 
como outros tipo de proteases (Coughlin, 2005; Russo et al., 2009). As 
proteases que ativam os PARs são frequentemente produzidas e liberadas 
durante lesões ou inflamações. Quando ativados esses receptores 
condicionam respostas nos tecidos para essas agressões, incluindo 
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hemostasia, inflamação, dor e processos reparatórios. Consequentemente, 
proteases e seus receptores são importantes para o controle fisiológico normal 
e são de considerável interesse para compreensão de doenças e 
desenvolvimento de terapias eficazes (Saito e Bunnet, 2005).   
PARs 1, 3 e 4 inicialmente mostraram serem ativados pela trombina. 
Porém posteriormente, estudos mostraram que eles podem ser ativados por 
tripsina e catepsina-G. Em contraste, PAR2 é resistente à trombina, porém 
podendo ser ativado por tripsina, triptases de mastócitos e protease-3 de 
leucócitos (PR3) (Saito e Bunnet, 2005). As proteases ativam os receptores de 
uma forma única. Conforme ilustrado na Figura 1 elas clivam a região N-
terminal dos receptores, expondo uma nova região N-terminal, que se ligará ao 
mesmo, levando assim a uma autoativação (Ossovskaya e Bunnett, 2004). 
PARs também podem ser ativados sem a necessidade de haver a clivagem do 
receptor por proteases. Um peptídeo agonista sintético (PARs-APs) que possui 
sua sequência baseada na porção N-terminal do receptor pode ativá-lo 
(Steinhoff et al., 2005). PARs-APs específicos são importantes ferramentas 
para investigação da atuação dos PARs (Figura 1). Apesar de PARs1, 2 e 4 
serem alvos da ativação dos peptídeos sintéticos, o PAR3 não pode sofrer 
essa mesma ativação. Esse é um evento muito pouco estudado atualmente. O 
que se sabe é que PAR3 pode ser um acessório para ativação de PAR1 e 
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Figura 01. Mecanismo de ativação dos PARs, quanto ativado por uma 
protease (A). Ativação dos PARs por peptídeo agonista, independente da ação 
da serino protease (B); tanto a sequencia SFLLR, quanto seu análogo TFLLR, 





Enzimas proteolíticas compõem aproximadamente 2% do genoma 
humano, assim participando de uma grande variedade de processos biológicos. 
Podem estar presentes desde a degradação de enzimas da dieta no lúmen do 
trado gastrointestinal, até o controle do ciclo celular (Southan, 2001). Proteases 
são enzimas proteolíticas que atuam sobre as ligações peptídicas entre os 
aminoácidos. Proteases ancoradas na membrana plasmática, ou que estão 
solúveis no liquido extracelular pode digerir seus ligantes ou receptores na 
superfície celular. Assim, proteases que atuam na superfície celular podem 
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liberar ou gerar ligantes ativos, ou degradar e inativar agonistas dos receptores. 
Por exemplo, a enzima conversora de angiotensina (ACE) converte 
angiotensina I em angiotensina II no liquido extracelular, para gerar a principal 
forma ativa desse hormônio. Em contraste, endopeptidases neurais degradam 
e inativam o neuropeptídeo substância P (SP) nas proximidades de seus 
receptores e assim terminando seu efeito biológico (Ossovskaya e Bunnett, 
2003).  Proteases podem ser dividas em cinco diferentes classes baseadas em 
seus mecanismos de catálise, ou seja, aspartato, metalo, cisteina, serina e 
treonina. As aspartato e as metaloproteases usam uma molécula de água 
ativada para atacar as ligações peptídicas. As demais proteases usam um 
aminoácido catalítico no sítio ativo da protease como nucleófilo 
(Ramachandran e Hollenberg, 2008). Quando foi concluído, o projeto do 
genoma humano revelou cerca de 550 genes que codificam proteases, como 
as metalo e serino proteases, que compõe a maior parte delas (Puente et al., 
2003).  
 
1.2.2. Serino Proteases 
Serino proteases, incluindo trombina e tripsina, correspondem a 
quase 33% das enzimas proteolíticas conhecidas atualmente (Di Cera, 2009). 
Estão amplamente distribuídas por todo corpo humano e tem papel importante 
em muitos processos fisiológicos e patológicos como a digestão de alimentos, 
a homeostase, reprodução, resposta imunológica, etc. No sistema nervoso 
central (SNC), a importância das serino proteases extracelulares, tais como 
trombina, ativador tecidual de plaminogênio (tPA), ativador de plasminogênio 
do tipo uroquinase (UPA) e plasmina, tem recebido muita atenção. Essas 
  11 
proteases são expressas no cérebro e tem papel funcional na regulação das 
consequências de um acidente vascular cerebral isquêmico, plasticidade 
sináptica, neurodegeneração e neuroproteção (Xi et al., 2003; Sheehan e 
Tsirka, 2005).  
A trombina pode ser produzida localmente nos tecidos do cérebro 
associada com emaranhados neurofibrilares na doença de Alzheimer e outras 
doenças neurodegenerativas (Arai et al., 2006). Alternativamente, a trombina 
pode difundir no cérebro após o rompimento da barreira hemato-encefálica sob 
certas condições fisiológicas, como trauma e isquemia (Wang e Reiser, 2003). 
Essa enzima tem mostrado uma enorme capacidade de induzir inúmeras 
respostas celulares através dos PARs. Estudos pré-clínicos mostraram que a 
trombina em baixas concentrações protege os neurônios de danos por lesão 
isquêmica, enquanto que em concentrações mais elevadas, a trombina causa 
neurodegeneração (Xi et al., 2003; Striggow et al., 2000).  
A tripsina, outra importante serino protease, foi inicialmente isolada 
do suco pancreático de animais, porém posteriormente foi identificada em 
muitos tecidos diferentes (Cottrell et al., 2004;  Scheele et al., 1981). A tripsina 
desempenha um papel fundamental na digestão dos alimentos, bem como na 
transdução do sinal celular mediado pela ativação proteolítica dos PARs. No 
cérebro, foi detectada a tripsina extra pancreática. Ela está envolvida no 
desenvolvimento neural, plasticidade, neurodegeneração e neuroproteção do 
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1.2.3. Receptores acoplados a Proteína G 
Os receptores acoplados a proteína G (GPCRs) são a maior família 
de proteínas de membrana e mediam a maioria das respostas a hormônios e 
neurotransmissores, bem como são responsáveis pelo olfato, visão e paladar. 
Basicamente, todos os GPCRs são caracterizados pela presença de sete alças 
transmembrana, que abrangem segmentos α-helicoidais, separados por uma 
alternância de loops intra e extracelulares. GPCRs são geralmente divididos 
em cinco famílias baseado nas suas sequências e similaridade estrutural: 
rodopsina (família A), secretina (família B), glutamato (família C), adesão e 
Frizzled/Taste2. A família da rodopsina é a maior e mais diversificada das 
famílias e seus membros são caracterizados por sequências conservadas que 
implicam em características estruturais compartilhadas e mecanismo de 
ativação. Apesar dessas semelhanças, cada GPCRs tem combinação única da 
atividade após a transdução do sinal, envolvendo múltiplos subtipos de 
proteína G, bem como suas sinalizações independentes da via de processos 
regulatórios complexos (Rosenbaum et al., 2009).  
Boa parte da fisiologia dos vertebrados é baseada na transdução do 
sinal dos GPCRs. São os receptores de hormônios, neurotransmissores, íons e 
outros estímulos. Os GPCRs são uma via essencial de comunicação entre o 
meio intracelular e extracelular. O papel clássico dos GPCRs é relacionar a 
ligação dos agonistas com a ativação de proteínas G especificas 
heterotrimétricas, levando posteriormente à modulação de proteínas efetoras. 
Tomando como exemplo o receptor adrenérgico β2 (β2AR), a ligação da 
adrenalina e da noradrenalina com as células nos tecidos alvos da 
neurotransmissão simpática leva à ativação da subunidade estimuladora da 
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proteína G heterocíclica (Gαs), a estimulação da adenilato ciclase, ao acúmulo 
de AMP cíclico (cAMP), a ativação de cAMP dependente da proteína quinase A 
(PKA) e a fosforilação de proteínas envolvidas na contração de células 
musculares (Hoffman e Lefkowitz, 1982). No entanto, várias pesquisas tem 
mostrado que muitos GPCRs tem um comportamento de sinalização muito 
mais complexo. Como exemplo, o β2AR apresenta atividade constitutiva 
significante que pode ser bloqueada por agonistas inversos (Samama et al., 
1994; Chidiac et al., 1994). Os dois β2AR, tanto Gαs como subunidade 
inibitória (Gαi) em miócitos cardíacos (Xiao et al., 1999) podem também 
sinalizar através da via do MAP quinase em uma proteína G de forma 
independente, através da arrestina (Shenoy et al., 2006; Azzi et al., 2003). Da 
mesma forma, o processo de desensibilização envolve múltiplas vias, incluindo 
a fosforilação do receptor, internalizarão para o endossomo mediada pela 
arrestina, reciclagem do receptor e degradação lisossomal (Hanyaloglu et al., 
2008; Freedman et al., 1996). Essas atividades são mais complicadas por 
fatores como oligomerização dos GPCRs (Terrillon e Bouvier, 2004), 
localização em compartimentos específicos da membrana (Insel et al., 2005) 
resultando em diferenças na forma da bicamada lipídica. Tais comportamentos 
multifacetados em suas funções têm sido observados em muitos GPCRs 
diferentes. 
1.2.4. Mecanismo de ativação dos PARs 
Como dito acima, a ativação dos PARs ocorre através de uma ação 
proteolítica irreversível, onde uma protease se liga ao domínio N-terminal 
extracelular e o cliva em uma região especifica expondo uma nova região N-
terminal que irá se ligar ao próprio receptor, disparando uma sinalização 
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intracelular (Vu et al., 1991). Após a clivagem feita pela protease, uma 
sequência de aminoácidos é liberada no meio extracelular e pode exercer 
alguma função biológica, porém ainda muito pouco estudada (Zania et al., 
2009). A ativação dos PARs ocorre através da interação da nova região N-
terminal com resíduos do segundo loop extracelular do receptor, diferente dos 
outros GPCRs clássicos, onde a ligação ocorre em regiões formadas pelas 
hélices transmembranas (Gerszten et al., 1994). Novas estruturas de grande 
especificidade de quatro diferentes GPCRs revelam considerável divergência 
no segundo loop extracelular, bem como na região ligante e loops 
intracelulares (Hanson et al., 2009; Rosenbaum et al., 2009) sugerindo 
mecanismo distinto de ativação dos GPCRs e transdução da sinalização. Uma 
vez ativado, os GPCRs promovem a alteração da GDP para a GTP sob a 
subunidade α, levando a sua dissociação das outras subunidades βγ. Isso 
pode levar a várias respostas celulares (Oldham e Hamm, 2007). A ativação 
dos PARs provoca mudanças na conformação dentro da hélice transmembrana 
que expõe uma importante superfície citoplasmática do receptor para a 
interação com a subunidade α da proteína G na porção interna da membrana 
plasmática (Oldham e Hamm, 2007). PAR1 e 2 ativados ativam vários tipos de 
subunidades de proteína G, incluindo Gi, Gq, G12/13 (Russo et al., 2009). PAR4 
está relacionada com a ativação de Gq e G12/13 (Nakanishi-Matsui et al., 2000). 
PARs ativados também interagem com várias proteínas adaptadoras que 
facilitam a transdução do sinal independente do acoplamento com a proteína G 
(Shenoy e Lefkowitz, 2005). Muitos estudos sugerem que a sinalização GPCRs 
é regulada por varias vias complexas, provavelmente muito importantes para 
distintas funções biológicas (Tobin et al., 2008). 
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Os GPCRs, quando ativados, são rapidamente dessensibilizados e 
desligados da proteína G. Esse mecanismo depende da fosforilação e da 
ligação com β-arrestina. A fosforilação dos GPCRs ocorre predominantemente 
sobre um resíduo de treonina ou serina dentro da cauda citoplasmática e 
terceiro loop intracelular. A fosforilação dos GPCRs ativados é mediada pelas 
quinases dos receptores acoplados a proteína G (GRKs), o qual aumenta a 
afinidade do receptor com a β-arrestina (Krupnick e Benovic, 1998; Lohse et al., 
1990). Outras quinases mensageiras, proteína quinase A (PKA) e proteína 
quinase C (PKC), também podem fosforilar e dessensibilizar o receptor 
independente do seu estado de ativação, envolvendo um processo que não 
envolve a β-arrestina (Pitcher et al., 1992).  
Os mecanismos responsáveis pela reposição dos receptores não 
clivados, PAR1 e PAR2, na superfície das células, parecem ser distintos. Em 
células endoteliais e fibroblastos, PAR1 não clivado recicla da membrana 
plasmática para um recipiente endossomal responsável pela reciclagem dos 
receptores (Paing et al., 2006), formando uma região especifica no endossomo 
onde estão protegidos da ação de proteases. Em contrate com PAR1, a 
reposição celular total de PAR2 após sinalização envolve a mobilização de 
receptores íntegros provenientes do complexo de Golgi, bem como a síntese 
de novos receptores (Bohm et al, 1996). Existem estudos com agonistas de 
PAR2 e inibidores de síntese proteica, que sugerem que a reposição do 
receptor depende da existência previa de um pool de receptores. Porém, em 
pesquisas subsequentes, mostrou-se que essa reposição dependeria tanto de 
um pool de receptores quanto da síntese de novos receptores, para haver uma 
resposta completa de PAR2. Um estudo mais recente identificou o tipo I de 
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proteína transmembrana p24a como um importante mediador do transporte do 
receptor de PAR2, do complexo de Golgi para a superfície da célula, e a 
reposição celular (Luo et al., 2007b). O mecanismo que regula o tráfego de 
PAR3 e PAR4 e a reposição na superfície celular ainda não é bem determinado 
(Soh et al., 2010).   
 
 
1.2.5. Processo inflamatório  
Os PARs são importantes moduladores das respostas que estão 
relacionadas caracteristicamente com a inflamação (dor, edema). Estudos com 
peptídeos agonistas de PAR1 e 2 foram os primeiros a estabelecer uma ligação 
entre os PARs e processos inflamatórios periféricos e dor (Vergnolle et al., 
1999).  
Já é bem estabelecido que os PARs contribuem para a inflamação 
através da indução, em células e tecidos, de citocinas inflamatórias. Na 
micróglia de camundongos e no córtex de ratos, o peptídeo agonista de PAR4 
pode aumenta a expressão de TNF-α (Suo et al., 2003). 
Tripsina, peptídeos agonistas de PAR2 e 4 também induzem a 
expressão desses mediadores inflamatórios em mastócitos humanos (Kang et 
al.,2003) . Além disso, PAR1 e 2 regulam a liberação de citocinas de células do 
trato gastrointestinal  e estimulam a upregulation da transcrição de IL-8 em 
células epiteliais (Wang et al.,2010). Outros estudos mostraram que 
estimulação à liberação de IL-8, mediada por PAR2, de células epiteliais do 
intestino depende de uma via de sinalização de quinases, ligadas ao receptor 
(Tanaka et al., 2008). 
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Na fase aguda da inflamação, os PARs contribuem para resposta 
inicial através da estimulação de células inflamatórias presentes nos tecidos 
tais como macrófagos. Por exemplo, ativação de PAR2 expresso em 
macrófagos é necessária para a imunidade mediada por células em resposta à 
estimulação microbiana por indução de citocina pró-inflamatória IL-18 (Ikawa et 
al,. 2005).  
O papel dos PARs também foi reportado em modelos de inflamação 
crônica. Este foi mais claramente estabelecido usando camundongos knockout 
e com o uso de uma estratégia que diminui a ativação de PAR2 em modelos de 
artrite experimental. Neste modelo, uma injeção intra-articular de agonistas de 
PAR2 induz um inchaço e aumento do fluxo sanguíneo (Ferrell et al., 2003). 
PAR2 pode ser estudado também em experimentos em humanos. O aumento 
da expressão de PAR2 está presente em biopsias sinoviais de pacientes com 
artrite reumatóide (Busso et al., 2007). Esses dados sugerem que PAR2 pode 
ser um alvo terapêutico adequado para o tratamento de condições inflamatórias 
(Ferrell et al., 2003). 
 
1.2.6. PARs no Sistema Nervoso Central  
A upregulation dos PARs foi observada na neurodegeneração em 
tecidos do cérebro em várias doenças. A expressão de PAR1 está aumentada 
na substantia nigra compacta em pacientes com doença de Parkinson (Ishida 
et al., 2006). Durante a encefalite humana causada pelo HIV, a expressão de 
PAR1 é aumentada tanto em níveis de RNA quanto de proteínas em astrócitos 
humanos (Boven et al., 2003).  
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Os PARs têm expressão aumentada na reação de astrócitos 
hipocampais in vivo em modelos de doença de Alzheimer (Pompili et al., 2004). 
A expressão dos PARs no cérebro pode também ser regulada por condições 
isquêmicas. Isquemia grave in vitro em fatias do hipocampo de rato mostrou 
aumento na expressão de PAR1 (Striggow et al., 2000) e a temporária oclusão 
da artéria cerebral média aumenta a expressão de PAR2 (Jin et al., 2005) em 
áreas pré-isquêmicas. Em muitos outros modelos de isquemia in vivo, os PARs 
são diferentemente modulados no cérebro (Luo et al., 2007b).   
Não existem indicações na literatura de estudos correlacionando a 
fisiologia de sono normal ou os efeitos da privação de sono sobre a expressão 
e atividade dos receptores ativados por proteases. Assim esse estudo analisou 
as alterações nas expressões gênicas e a tradução proteica dos PARs em 
diferentes modelos de privação de sono. Considerando a importância dos 
PARs na resposta inflamatória, a correlação já demonstrada entre sono e 
resposta imunológica, e as muitas evidências das alterações dos PARs em 
doenças neurodegenerativas, nós objetivamos avaliar as potenciais 
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2.1. Objetivo geral  
Realizar a avaliação bioquímica e molecular dos receptores ativados 
por proteases (PARs) em modelos de privação de sono.  
 
2.2. Objetivos específicos: 
1 – avaliar a expressão e a densidade de PAR1, PAR2 e PAR4 em 
extrato total de hipotálamo, hipocampo, estriado e córtex de camundongos 
privados de sono por diferentes protocolos; 
2 – avaliar a quantificação proteica dos receptores presentes no 
hipotálamo, córtex, estriado e hipocampo de camundongos privados de sono 
em diferentes períodos;  
3 – correlacionar os dados moleculares e bioquímicos obtidos em 
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3.1. Animais 
Foram utilizados camundongos machos adultos (n = 8 a 10 por 
grupo experimental) da mesma linhagem C57/BL6J provenientes do CEDEME 
da Universidade Federal de São Paulo. Os animais foram mantidos em uma 
sala com umidade e temperatura controladas (22  2ºC), em um ciclo de claro-
escuro de 12 horas (7:00-19:00h). Água e comida foram fornecidas à vontade 
aos animais durante todo o experimento. 
 
3.2. Procedimentos Experimentais 
 
3.2.1. Privação de Sono 
A privação de sono foi feita a partir de dois métodos: método das 
plataformas múltiplas adaptado para camundongos por da Silva e 
colaboradores (2004) e gentle handling descrito por Frank e colaboradores 
(1998).  
 
3.2.1.1. Privação de sono paradoxal 
O método de privação de sono paradoxal de camundongos é uma 
adaptação do método de plataformas múltiplas, originariamente desenvolvido 
para ratos (Nunes Jr et al., 1994). Grupos com 4 a 6 animais foram colocados 
em tanques com água (41 cm × 34 cm × 16.5 cm), contendo 12 plataformas    
(3 cm de diâmetro) cada, com o nível de água 1 cm abaixo da superfície, por 
72 horas (Figura 03). Neste método, os animais são capazes de se mover 
dentro do tanque, pulando de uma plataforma para outra. Quando os animais 
atingem o estágio de sono REM, entram em atonia muscular e caem no tanque 
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com água. Assim ficam impedidos de dormir neste estágio de sono. Animais 
controle foram mantidos em suas gaiolas no mesmo ambiente. Comida e água 
foram fornecidos ad libitum através de uma grade colocada na parte superior 
do tanque de água (Silva et al., 2004). 
3.2.1.2 Restrição de sono paradoxal  
A restrição crônica foi realizada durante 15 dias, permitindo o sono 
das 10:00 às 13:00 em suas caixas-moradia. Os animais controle foram 
submetidos a todos os procedimentos pré-restrição, mas durante o 
experimento foram mantidos em suas caixas. Comida e água foram fornecidos 
ad libitum (Machado et al., 2005). 
Figura 02. Diferença cronológica entre a privação e a restrição crônica de sono nos 
camundongos.  
 
Figura 03. Privação de sono pelo método das plataformas múltiplas. 
 
 
   07:00   13:00      19:00     01:00       06:59 
15 dias 





Restrição crônica                                      Privação de sono 
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3.2.1.3. Gentle Handling 
O método gentle handling (Figura 04) consiste em manter o 
camundongo acordado pelo período de 8 horas. Grupos com 10 animais foram 
colocados em gaiolas, e, durante o período determinado de 8 horas, os 
camundongos foram gentilmente estimulados com um pincel e as caixas foram 
trocadas de lugar periodicamente toda vez que os animais adormeciam (Frank 
et al., 1998).  
 
Figura 04. Privação de sono pelo método de Gentle handling. 
 
3.2.1.4. Rebote de sono 
Nestes grupos, os animais que foram submetidos aos protocolos de 
restrição e privação de sono, tiveram a oportunidade de sono de 24h para que 
se pudessem avaliar as consequências do rebote de sono.  
3.3. Eutanásia e processamento das amostras 
Ao final de cada experimento, os animais foram imediatamente 
eutanasiados pelo método da decapitação em uma sala adjacente. Os cérebros 
foram removidos e o hipotálamo, córtex total, hipocampo e estriado foram 
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dissecados. Todas as amostras foram armazenadas em freezer à temperatura 
de -80ºC. 
 
3.4. Extração de RNA  
Para a extração do ácido ribonucléico (RNA) total os tecidos foram 
parcialmente descongelados e homogeneizados. A extração foi realizada com 
o reagente comercial TRIZOL®. 
A quantificação do RNA total extraído foi determinada 
espectrofotometricamente pelo NanoDropTM 8000 (Thermo Fisher Scientific). 
 
3.5. Transcrição reversa 
Uma alíquota de 1 µg de RNA foi utilizada para a síntese do DNA 
complementar (cDNA) com transcriptase reversa SuperScript®III  (Invitrogen) 
usando iniciadores hexâmeros randômicos (Invitrogen). Na reação de 
transcrição reversa, para cada alíquota de RNA foram adicionados os 
seguintes reagentes: 1,0 µL da solução de iniciadores randômicos (0,5 µg) e 
0,5 µL MgCl2 (25 mM).  
 
 
3.6. Desenho dos primers  
Os iniciadores das reações (Quadro 1) foram desenhados e 
sintetizados  por IDT (Integrated DNA Technologies – www.idtdna.com) , de 
acordo com seqüências publicadas no Genbank. As taxas de expressão 
relativas dos RNAs mensageiros foram determinadas usando os genes 
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Sense 5’ - CTGCTGTATCCTTTGGTGCT – 3’ 
  
 




Sense 5' - ATCCCTGACGCACCGCCGTG - 3' 
  
 




Sense 5' - AGGCCAACCGTGAAAAGATG - 3' 
  
 
Anti-sense 5'- CCA GAG GCA TAC AGG GAC AAC - 3' 
 
Quadro 1. Descrição dos primers que foram utilizados na qPCR 
 
3.7 qPCR e padronização das reações 
Previamente à quantificação, foi determinada a eficiência da reação 
a partir de uma curva de diluição seriada de um “pool” de cDNA das amostras. 
Foram alíquotados 2 μL de cDNA de cada amostra para composição do pool. 
Em seguida, foi feita a curva com diluições seriadas 1:2.  
As reações de PCR em tempo real (qPCR) foram feitas usando 10 
μL de SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington – 
UK), a quantidade padronizada de primer sense (10 pmol)  e anti-sense (10 
pmol)  para cada gene, q.s.p de água livre de nucleases para 18μL e 2 μL de 
cDNA. O aparelho utilizado foi o 7500 Real Time PCR System (Applied 
Biosystems). As reações foram realizadas em placas transparentes de 96 
poços com capacidade para 200 µL MicroAmp® - Applied Biosystems) e 
seladas com filmes de qualidade óptica (MicroAmp™ - Applied Biosystems). A 
análise da expressão relativa foi realizada por meio do cálculo ΔΔCT (Livak e 
Schmittgen, 2001) baseado na reação exponencial da PCR obtido a partir da 
expressão QR=2-ΔΔCT, no qual QR representa o nível de expressão gênica. 
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No quadro abaixo podemos observar as condições de reação 




































































    Quadro 2. Condições padronizadas para reações de qPCR 
 
3.8. Extração de Proteínas 
A extração de proteínas foi realizado homogeneizando os tecidos 
dissecados em tampão com 1% Triton X-100, 0,5% dioxicolato de sódio, Tris-
HCL ph 8,3 100mM, NaCl 150mM, EDTA 10mM, 0,1% SDS, 10% glicerol e 
inibidor de protease Sigma® diluído 1:1000. Posteriormente as amostras foram 
incubadas em gelo por 10 minutos, centrifugadas a 7000g por 5 minutos a 4°C. 
O sobrenadante foi recuperado e congelado a -80°C. 
 
3.9. Dosagem de proteína 
A dosagem de proteína das amostras foi realizada 
espectrofotometricamente utilizando-se o aparelho NanoDropTM 8000 (Thermo 
Fisher Scientific). 
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3.10. Análise dos níveis de expressão por SDS-PAGE 
As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de 
poliacrilamida a 10% em presença de SDS (SDS-PAGE) para 
acompanhamento dos níveis de expressão do PAR, seu grau de pureza e 
massa molecular.  
 
3.11. Eletrotransferência 
Para identificação das bandas específicas dos PARs foi utilizada a 
técnica de Western blotting. Foram utilizados os anticorpos monoclonaos anti-
PAR1(Thrombin R (N-19)) e anti-PAR2(PAR2(S-19)) e anti-PAR4 (PAR4(S20))  
da Santa Cruz Biotechnology. Inicialmente a proteína foi submetida a 
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e após a corrida, transferida para 
uma membrana de nitrocelulose Hybond C com auxílio de um eletrotransferidor 
(BioRad) através de um sistema semi seco. Um sanduíche foi feito contendo na 
seqüência papel filtro, a membrana  Hybond C, o gel poliacrilamida e papel 
filtro. Esta seqüência foi submetida a uma corrente elétrica constante de 150V 
e 300mA durante uma hora e meia. Após a transferência, a membrana foi 
submetida a um processo de bloqueio com PBS 1X, contendo 1% BSA, 
durante quatro horas de agitação. O tampão de bloqueio foi descartado, a 
membrana foi lavada quatro vezes com PBS 1X com 1% BSA, em seguida, foi 
adicionado o anticorpo anti-PAR1 e anti-PAR2, anti-PAR4 e anti-β-actina 
diluído 1:1000 em PBS 1X sob agitação por 16h. Após, os anticorpos foram 
descartados, a membrana foi lavada com PBS 1X + Tween  0,1% e adicionado 
o segundo anticorpo anti-IgG com Fluorescent Multiplex Sigma® 1:10000 em 
PBS 1X. Após a incubação do segundo anticorpo por uma hora e meia foi feita 
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lavagem quatro vezes com PBS 1X e 0,1% Tween. A quantificação das 
proteínas foi realizada escaneando as membranas no equipamento LI-COR 
Odyssey Scanner®. 
 
3.12. Análise Estatística 
A análise estatística foi realizada utilizando o software STATISTIC 
6.0 (Stat Soft Inc, Tulsa, OK, USA). O teste de Kruskall Wallis foi aplicado para 
comparar os valores das medias dos CTs e das quantificações dos receptores. 
Os resultados com p<0.05 foram considerados significantes. As diferenças 
entre dois grupos foram avaliadas pelo teste Mann-Whitney U-test. Os 
resultados foram representados por ± desvio padrão.  
 
3.13. Comitê de Ética e Pesquisa da UNIFESP 
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética da 
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4.1. RT-PCR 
Os valores do nível de mRNA relativo do RT-PCR dos PARs, nos 
diferentes tecidos, estão apresentados nas figuras 5, 7, 9 e 11, quando 
comparados com o controle endógeno da β-actina, e quando comparados com 
GAPDH, nas figuras 6, 8, 10 e 12. Estes mostram, respectivamente, o 
resultado obtido no córtex, estriado, hipocampo e hipotálamo. Somente foram 
considerados estatisticamente significantes os resultados que foram ao mesmo 
tempo diferentes nos dois controles endógenos (β-actina e GAPDH).  A tabela 
1 tem a função de ilustrar de forma simplificada as alterações relativas 
(aumento, diminuição ou nenhuma alteração) obtidas em diferentes tecidos e 
protocolos de privação.  
Nas figuras 5 e 6, estão apresentados os valores das expressões 
dos PARs no córtex após a restrição (RS) e privação de sono (PS). Na RS, a 
expressão de PAR1 e PAR2 mostrou uma redução, a qual se manteve baixa, 
em relação ao controle, após o rebote de 24h (RRS). Sob o protocolo de GH, 
apenas PAR2 apresentou um aumento estatisticamente significante.  
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Figura 05. Representação gráfica dos níveis relativos de mRNA dos PARs 
determinado por RT-PCR no córtex, relativo a β-actina como controle 
endógeno. Animais submetidos à restrição de sono por 15 dias (RS), privação 
de sono por 72h (PS), gentle handling por 8h (GH) e rebotes de sono após 24h 
na restrição (RRS) e privação de sono (RPS).                                                         
 
Figura 06. Representação gráfica dos níveis relativos de mRNA dos PARs 
determinado por RT-PCR no córtex, relativo a GAPDH como controle 
endógeno. Animais submetidos à restrição de sono por 15 dias (RS), privação 
de sono por 72h (PS), gentle handling por 8h (GH) e rebotes de sono após 24h 
na restrição (RRS) e privação de sono (RPS). 
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No estriado, a RS resultou em uma redução da expressão gênica do 
PAR1, que se manteve após o rebote de 24h de sono. Os resultados 
mostraram aumento da expressão gênica de PAR2 no período após o rebote 
de 24h (RPS), mas não na PS. O PAR4 mostrou-se elevado na PS, 
permanecendo alto após 24h de rebote (RPS). Como o PAR2 na RPS, PAR4 
somente se mostrou significantemente aumentado após o rebote de 24h após a 
restrição de sono (RRS) (Figuras 7 e 8). 
                                                                             
Figura 07. Representação gráfica dos níveis relativos de mRNA dos PARs 
determinado por RT-PCR no estriado, relativo a β-actina como controle 
endógeno. Animais submetidos à restrição de sono por 15 dias (RS), privação 
de sono por 72h (PS), gentle handling por 8h (GH) e rebotes de sono após 24h 
na restrição (RRS) e privação de sono (RPS).  
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Figura 08. Representação gráfica dos níveis relativos de mRNA dos PARs 
determinado por RT-PCR no estriado, relativo a GAPDH como controle 
endógeno. Animais submetidos à restrição de sono por 15 dias (RS), privação 
de sono por 72h (PS), gentle handling por 8h (GH) e rebotes de sono após 24h 
na restrição (RRS) e privação de sono (RPS).  
 
A expressão gênica do PAR1 no hipocampo aumentou na RS e GH, 
retornando aos níveis normais após o rebote de sono de 24h no RRS. A 
expressão gênica do PAR2 estava reduzida no RS e retornou aos níveis 
normais no RRS. Em contraste, observamos um aumento na PS que se 
manteve elevada após rebote de sono de 24h no RPS. Entretanto, a expressão 
gênica de PAR4 mostrou-se aumentada na RS e GH, permanecendo baixa no 
RRS (figuras 9 e 10).   
  35 
Figura 09. Representação gráfica dos níveis relativos de mRNA dos PARs 
determinado por RT-PCR no hipocampo, relativo a β-actina como controle 
endógeno. Animais submetidos à restrição de sono por 15 dias (RS), privação 
de sono por 72h (PS), gentle handling por 8h (GH) e rebotes de sono após 24h 
na restrição (RRS) e privação de sono (RPS). 
 
 
 Figura 10. Representação gráfica dos níveis relativos de mRNA dos PARs 
determinado por RT-PCR no hipocampo, relativo a GAPDH como controle 
endógeno. Animais submetidos à restrição de sono por 15 dias (RS), privação 
de sono por 72h (PS), gentle handling por 8h (GH) e rebotes de sono após 24h 
na restrição (RRS) e privação de sono (RPS).   
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No hipotálamo, a expressão gênica de PAR1 mostrou-se aumentada 
na RS e PS, mas apenas no RS há retorno aos níveis normais após rebote de 
sono de 24h. A expressão gênica do PAR2 aumentou sob o GH. Apesar do 
aumento aparente do PAR4 no RS, RRS e PS, a grande variabilidade impede 
que os valores tenham significância estatística (figuras 11 e 12).  
 
Figura 11. Representação gráfica dos níveis relativos de mRNA dos PARs 
determinado por RT-PCR no hipotálamo, relativo a β-actina como controle 
endógeno. Animais submetidos à restrição de sono por 15 dias (RS), privação 
de sono por 72h (PS), gentle handling por 8h (GH) e rebotes de sono após 24h 
na restrição (RRS) e privação de sono (RPS).  
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Figura 12. Representação gráfica dos níveis relativos de mRNA dos PARs 
determinado por RT-PCR no hipotálamo, relativo a GAPDH como controle 
endógeno. Animais submetidos à restrição de sono por 15 dias (RS), privação 
de sono por 72h (PS), gentle handling por 8h (GH) e rebotes de sono após 24h 
na restrição (RRS) e privação de sono (RPS).   
 
A tabela 1 resume os dados das figuras 5 a 12, de uma forma 
relativa, indicando, para cada condição, quando houve aumento (+), redução   
(-), ou nenhuma mudança significativa na quantidade relativa de mRNA dos 
PARs. 
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Tabela 01. Priv = Privação; Reb = Rebote; (-) redução na expressão de mRNA; 
(•) sem alteração; (+) aumento na expressão de mRNA; nd – nada aplicado. 
 
 
4.2. Quantificação Proteica 
Nossos resultados mostraram algumas diferenças significantes na 
quantificação proteica dos receptores em diferentes protocolos de privação de 
sono (exemplificados na figura 14). No estriado, os animais que foram 
submetidos a PS demonstraram uma diminuição da quantidade de proteínas do 
PAR2 e PAR4. No PAR4, essa redução se manteve após o rebote de sono de 
24h, o mesmo não acontecendo com o PAR2. Os animais submetidos ao 
protocolo de restrição de sono apresentaram um aumento na quantidade de 
proteínas, no hipocampo, de PAR2 e PAR4 apenas após o rebote de 24h. 
Quando analisamos o hipotálamo, podemos observar uma redução na 
quantidade de proteínas do PAR1 quando os animais foram submetidos a RS, 
se mantendo após o rebote de 24h de sono (Figura 13). Quando analisamos o 
córtex, não foram encontradas diferenças estatísticas significantes.  
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Figura 13. Representação gráfica dos níveis relativos de proteínas dos PARs 
determinado por Western blot no córtex, estriado, hipocampo e hipotálamo, 
relativo a β-actina como controle endógeno. Animais submetidos à restrição de 
sono por 15 dias (RS), privação de sono por 72h (PS) e rebotes de sono após 
24h na restrição (RRS) e privação de sono (RPS). 
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Figura 14. Western blot das proteínas totais extraídas do estriado, marcados 










































5. Discussão  
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Postula-se que sono insuficiente pode comprometer as funções 
neuronais e contribuir para processos neurodegenerativos. A perda de sono 
por si só não pode levar à morte celular diretamente, porém pode afetar a 
sensibilidade a um insulto posterior neurodegenerativo (Novati et al., 2012).  
A privação de sono aguda altera a resposta inflamatória tanto no 
sistema nervoso central quanto no periférico e fornece uma significante 
proteção contra morte celular isquêmica. A privação de sono também esta 
associada com a concomitante redução na expressão de citocinas 
proinflamatórias no hipocampo após uma isquemia (Weil et al., 2009). 
Nossos resultados indicam que a privação de sono induz 
importantes mudanças nas expressões gênicas dos mRNA dos PARs no 
córtex, hipotálamo, hipocampo e estriado de camundongos machos. Entretanto 
essas mudanças são diferentes e algumas vezes opostas, dependendo do 
protocolo de privação utilizado. Por exemplo, PAR2 tem sua expressão 
aumentada no hipocampo na PS, porém diminui na RS. Do mesmo modo, 
PAR1 se mostrou reduzido no córtex quando em RS e PS, mas aumentado no 
GH.  
A análise de recentes estudos tem mostrado muitas atividades dos 
PARs. Está bem claro que os PARs podem ter função degenerativa ou 
protetora, dependendo do tipo celular (neurônio, micróglia ou oligodendrócito). 
PARs e proteases contribuem para a sobrevivência de neurônios e astrócitos e 
tem potencial implicação sobre o trauma e inflamação (Luo et al., 2011; 
Almonte e Sweatt, 2011). Nossos resultados não mostraram em quais tipos de 
células ocorrem essas mudanças e a quantidade de receptores ativados ou 
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não. Eles mostraram claramente que protocolos diferentes de privação têm 
resultados diferentes na expressão dos PARs.  
Esses resultados podem ser correlacionados com os apresentados 
por Saito e Bunnett (2005b), onde mostraram que PAR1 pode ter atividade 
protetora ou degenerativa, dependendo da concentração do agonista e do 
tempo de exposição. Por exemplo, a trombina induz a elevação da 
concentração de Ca2+ em neurônios do hipocampo, o qual pode ativar a 
apoptose (Striggow et al., 2000). Entretanto, PAR1 pode ter atividade protetora 
imediatamente após um trauma (Saito e Brunnett, 2005b). Em astrócitos, 
durante a encefalite induzida pelo HIV, os níveis de mRNA e proteínas de 
PAR1 se mostram significantemente aumentados (Boven et al., 2003). PAR1 
ativado no estriado de camundongos leva a uma ativação de astrócitos e 
células da micróglia, indicando um ganho na resposta inflamatória local. 
Friedmann e colaboradores (2001) mostraram que a toxicidade da trombina no 
neurônio pode ser regulada por downregulation de PAR1.  
Estudos mostraram que a privação de sono pode produzir 
comportamentos proinflamatórios e pró-oxidantes quando há uma condição de 
estresse, a qual pode ser associada a condições isquêmicas. Assim, pode-se 
dizer que a privação de sono pode estabelecer um meio fisiológico em que 
pequenas lesões isquêmicas poderiam produzir significante dano neurológico 
(DeVries et al., 2007; Silva et al., 2004). 
Nossos resultados também estão em acordo com dados que 
mostram alterações nas respostas cerebrais quando submetidos à mudanças 
comportamentais que podem ser, rápidas ou extensivas, afetando a expressão 
gênica. Poucas horas de vigília espontânea ou privação de sono, afetam a 
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expressão de centenas de genes no córtex cerebral e em outras regiões do 
cérebro (Cirelli et al., 2006).  Estes resultados assemelham-se com os nossos 
achados de GH (que permite um sono contínuo, mas de curta duração), no 
PAR2 do córtex e hipotálamo e no GH do hipocampo no PAR1 e PAR4.  
Estudos mostraram que ratos totalmente privados de sono por 8 a 
10 dias, revelaram neurodegeneração no núcleo supra óptico do hipotálamo 
(Eiland et al., 2002).  Existem evidências que áreas anatômicas específicas são 
diretamente ativadas na PS. Estudos de imagem tem mostrado que um ganho 
ou uma supressão diferencial nas atividades neurais em áreas corticais 
específicas ocorre durante o sono, vigília e PS (Chee e Chuah, 2008; 
Nofzinger, 2005).  
A expressão de PAR2 em neurônios do SNC é neuroprotetora em 
modelos animais (Shpacovitch et al., 2008) e , por outro lado, a expressão de 
PAR2 no astrócito e micróglia parece estar associada com processos 
neurodegenerativos em modelos de encefalomielite autoimune induzida 
experimentalmente (EAE) em camundongo e na esclerose múltipla (Bushell, 
2007).  
Os efeitos neuroprotetores, correlacionados com a diminuição da 
expressão gênica da privação aguda de sono são os mesmos observados em 
estudos prévios que mostraram neuroproteção em ratos submetidos a um 
modelo experimental de isquemia global. (Chee e Choo, 2004; Hsu et al., 
2003). 
Neste sentido, embora a expressão de PAR2 diminua no hipocampo 
na RS, ela aumenta na PS, indicando uma regulação aguda, seguida por 
downregulation, que poderia também ter papel protetor. Smith-Swintosky e 
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colaboradores (1997) mostraram que PAR2 é expresso no hipocampo de ratos 
e que o agonista de PAR2 pode ser tóxico para cultura de neurônios do 
hipocampo, o que sugere o papel de neurodegeneração do PAR2.  
Em nossos resultados, nós mostramos que expressão de PAR1 está 
aumentada no estriado. Nós podemos correlacionar esses achados com os 
seguintes dados da literatura. Significante deficiência de PAR1 atenua a ação 
da neurotoxina MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) sobre a 
dopamina, transportador de dopamina, e tirosina hidroxilase no estriado, assim 
reduzindo o dano no estriado em camundongos knockout de PAR1.  A ativação 
de PAR1 pode contribuir para o dano nos terminais dopaminérgicos em modelo 
MPTP de doença de Parkinson (Hamill et al., 2007).  Martins e colaboradores 
(2010) mostraram que quatro noites de privação de sono REM e duas noites de 
privação de sono total não influenciam diretamente a densidade de 
transportadores de dopamina no estriado de ratos. Entretanto, existe 
correlação entre a concentração hormonal e parâmetros de sono (Martins et al., 
2010) e receptores de dopamina no cérebro estão supersensíveis (Tufik et al., 
1978).  
Nossos resultados demonstraram, em alguns grupos experimentais, 
um antagonismo entre os resultados apresentados pela expressão gênica dos 
receptores e as quantificações proteicas dos mesmos (Figura 15). No estriado, 
os PAR2 e PAR4 que apresentaram um aumento na expressão gênica, 
demonstraram ter uma menor quantidade de receptores, quando os animais 
foram submetidos a PS. Nós acreditamos que esse resultado controverso, se 
deve ao fato de haver dentro das células, endossomos que armazenam 
receptores para serem repostos na membrana plasmática quando ativados 
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(Soh et al., 2010). Assim, quando os receptores são muito ativados, os 
endossomos de receptores ficam vazios e podemos observar uma pequena 
quantidade dos mesmos na quantificação proteica. Por outro lado, nós 
especulamos a possibilidade de essa pequena quantidade de receptores 
presentes, atue nas células como um feedback positivo na transcrição dos 
mesmo, assim aumentando a sua expressão gênica. A situação contrária pode 
ser observada no hipocampo de animais RS, nos receptores PAR2 e PAR4, 
aonde há uma pequena expressão dos mRNA dos receptores, porém uma 
quantidade significante de proteínas dos receptores. Nossos resultados 
mostraram que há poucas alterações na quantificação proteica do PAR1. Esta 
observação pode estar relacionada ao fato de exclusivamente o PAR1, quando 
presente na membrana plasmática, ser reciclado mesmo sem estar no estado 
ativado (Paing et al., 2006). 
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Figura 15. Comparativo dos resultados de quantificação proteica com os resultados 
de RT-PCRs.  
 
A privação de sono pode causar um abrandamento da síntese 
proteica. Um dos mecanismos através dos quais as células respondem ao 
estresse é a parada do crescimento (Cirelli et al., 2006). Vários estudos 
mostraram que a privação de sono por 24, 48, 72 e 96h reduz a proliferação de 
células no giro dentado. Restrição de sono por 8 dias reduz a sobrevivência 
celular após a neurogênese adulta. Outros estudos mostraram que a privação 
de sono prolongada afeta a diferenciação fenotípica de neurônios recém-
formados no hipocampo (Roman et al., 2005; Tung et al., 2005; Guzman-Marin 



































6. Conclusão  
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Nossos resultados sugerem que os PARs estavam alterados nos 
tecidos do cérebro, durante e após a privação de sono produzida por diferentes 
protocolos. A quantidade de receptores presentes nos tecidos analisados 
mostrou-se alterada em alguns protocolos de privação e em diferentes 
receptores. 
O córtex apresentou uma redução na expressão gênica em quase 
todos os PARs e nos diferentes protocolos de privação de sono, exceto no GH. 
Entretanto, nesse tecido, não observamos nenhuma alteração nas 
quantificações proteicas nos diferentes protocolos de privação de sono e 
diferentes PARs.  
A resposta à privação de sono foi oposta quando analisada o 
hipotálamo. Pudemos observar um aumento na expressão gênica dos PARs. 
Porém, uma resposta oposta quando analisamos a quantificação proteica do 
PAR1 na RS, que se mostrou diminuída.  
O hipocampo e o estriado apresentaram respostas variadas quando 
analisamos os diferentes protocolos de privação de sono e os PARs. Em 
alguns casos houve um aumento e em outros uma redução da expressão 
gênica. Porém as quantificações proteicas, quando apresentada alteração 
significativa, tiveram resposta oposta a ao observado na expressão gênica. 
Um ponto interessante, que deverá ser melhor explorado, é a 
demonstração de que os efeitos da privação de sono nos PARs se mantém, ou 
mesmo são ainda mais evidentes, no período de rebote, quando o animal volta 
a dormir, indicando mais uma vez que os efeitos da falta de sono podem se 
estender por períodos prolongados. 
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 Esses resultados abrem uma nova área, até agora intocada, no estudo 
da perda de sono e suas consequências. O trabalho demonstrou que, no caso 
dos PARs, diferentes protocolos de privação provocam diferentes mudanças na 
expressão gênica e proteica desses receptores. Portanto significam diferentes 
desafios cujas consequências devem ser bem diversas. Os resultados também 
indicam que os efeitos das diferentes modalidades de privação do sono são 
muito mais amplos do que o inicialmente imaginado e seu estudo demanda 
mais tempo do que o disponível para uma dissertação de mestrado. Sem 
dúvida será necessário no futuro esclarecer em quais tipos celulares no SNC 
houve mudanças nos receptores, determinar se houve mudança na quantidade 
de receptores ativados e não ativados e discriminar, no nível proteico, a 
quantidade de receptores ligados à membrana e os que fazem parte das 
reservas intracelulares. As consequências fisiológicas dessas alterações serão 
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8. Abstract  
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The family of protease-activated receptors (PARs) is comprised of 
four G protein-coupled receptors (GPCRs): PAR1, PAR2, PAR3 and PAR4, 
which are uniquely activated by proteolysis. The crucial role of PAR activation 
during disease progression was revealed in animal models of different 
gastrointestinal pathologies, neuroinflammatory and neurodegenerative 
processes. PARs are directly involved in brain functioning and development. 
Their expression in the brain is differentially modulated under abnormal 
conditions as Parkinson's disease, Alzheimer's disease, multiple sclerosis, 
stroke, and human HIV associated dementia. Despite the recognition of sleep 
deprivation as a major health problem in modern societies, with consequences 
that encompass the immune and inflammatory systems, there are no studies on 
the effect of sleep deprivation on PARs. 
Objective: To analyze and quantify the gene expression and quantification of 
protein of PARs in selected regions of the central nervous system, in different 
sleep deprivation protocols. Methods: The animals were separated into 5 
groups: 1) Animals deprived of paradoxical sleep (SD) for 72h, using the 
platform method and 2) SD for 72h and sleep recovered (SDR) for 24h; 3) 
Animals paradoxical restricted of sleep (SR) for 21h during 15 days, also using 
the platform method and, 4) SR for 15 days and sleep recovered (SRR) for 24h; 
5) Animals deprived of total sleep, using the gentle handling (GH) protocol for 
8h. After sleep deprivation the animals had the hypothalamus, hippocampus, 
striatum and cerebral cortex removed. The  gene expression of PAR1, PAR2 
and PAR4 was quantified by RT-PCR and the receptors proteins were 
quantified by Western blot. Results: Changes is gene expression of PARs 
receptors could be observed in all tissues studied. In the cortex, there were 
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changes in gene expression (signs + or – mean increase or reduction) in PAR1 
(SR-, SRR-, SD-, SDR-) and PAR2 (SR-, SRR-, SD-,SDR-, GH+) but not in 
PAR4. In the hypothalamus there were modifications in PAR1 (SR+, SD+ and 
SDR+) and PAR2 (GH+) and again not in PAR4. In the striatum there were 
changes in PAR1 (SR-, SRR-), PAR2 (SDR+) and PAR4 (SRR+, SD+ ,SDR+). 
For the hippocampus, there were gene expression changes in PAR 1 (SR+ and 
GH+), PAR 2 (SR-, SD+, SDR+) and PAR 4 (SR- and GH-). Changes is protein 
quantification of PARs receptors could be observed in all tissues studied. In the 
striatum there were changes in PAR2 (SD-) and PAR4 (SD-, SDR-). In the 
hippocampus, there were changes in PAR2 (SRR+) and PAR4 (SRR+). In the 
hypothalamus there was change in PAR1 (SR-, SRR-). Conclusion: Different 
sleep deprivation protocols can change in different ways the gene expression 
and the protein quantification of PARs in Central Nervous System. A new area 
of research in sleep sciences is open and more in deep studies are necessary 
to establish the correlation of changes in PARs expression and inflammation, 
immune reactions and neural changes observed in sleep deprivation models. 
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Anexo 1. 
 
 
